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Desafios na coleta e preservacao do sémen de aves
Challenges in poultry semen collection and preservation
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Resumo

O sucesso da reprodugdo assistida depende da eficiente coleta e preservagdo do sémen. A técnica
mais utilizada para a coleta de sémen em aves ¢ a massagem dorso-abdominal e, embora seja uma técnica
bem estabelecida, a grande diversidade de espécies de aves muitas vezes se impde como um desafio, sendo
necessarias adaptagcdes na metodologia de coleta para atender as especificidades dos machos. No que se
refere a preservacao do sémen, o desafio estd em encontrar um protocolo eficiente de congelamento, que
seja capaz de preservar o material genético (tanto de aves de producdo quanto de aves selvagens) sem que
haja diminuicdo da fertilidade. Nesta revisdo, serdo abordados os métodos utilizados para a coleta e
criopreservagdo do sémen de aves, com a intengdo de compilar as informagdes e auxiliar na superagao dos
desafios presentes.
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Abstract

Successful assisted reproduction depends on efficient semen collection and preservation. The most
used technique for avian semen collections is dorsal-abdominal massage and, although it is a well-
established technique, the great diversity of avian species often poses a challenge, requiring adaptations
in collection methodology to attend male specificities. Regarding semen preservation, the challenge is to
establish an efficient freezing protocol, capable of preserving genetic material (both from production and
wild birds), without reducing fertility. In this review, methods used for poultry semen collection and
preservation will be addressed, aiming to compile information and to help to overcome the present
challenges.
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Introducao

Biotecnologias da reproducdo vém sendo utilizadas em aves para aumentar os indices reprodutivos
das diferentes espécies. Entretanto, o sucesso da reproducdo assistida depende da eficiente coleta e
preservacdo do s€men. Muitas técnicas ja foram descritas para a coleta de sémen em aves, incluindo a
interceptagdo do ejaculado durante a copula, a massagem dorso-abdominal, a coleta com o uso de cloaca
artificial ou eletroejaculador e a coleta cooperativa. Dentre estas, a técnica de massagem dorso-abdominal
¢ a mais difundida, podendo ser utilizada tanto em aves domésticas quanto em aves selvagens. Mesmo
sendo uma técnica bem estabelecida, a grande diversidade de espécies de aves muitas vezes se impde como
um desafio, sendo necessarias adaptagdes na metodologia de coleta para atender as especificidades dos
machos. No que se refere a preservagdo do sémen, o desafio esta em encontrar um protocolo eficiente de
criopreservacao, que seja capaz de preservar o material genético (tanto de aves domésticas quanto de aves
selvagens) sem que haja diminuicao da fertilidade. Neste artigo, serdo abordados os métodos utilizados para
a coleta e criopreservacdo do sémen de aves, com a inten¢do de compilar as informagdes e auxiliar na
supera¢do dos desafios presentes.

Coleta de sémen
Os primeiros relatos de coleta de sémen em aves foram feitos no inicio dos anos 1900 e

acompanham as primeiras tentativas de inseminagdo artificial em galinhas. De acordo com Burrows e
Quinn (1937), o primeiro método utilizado foi a coleta de sémen do ducto deferente de galos mortos, feita
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por Ivanov em 1913. O segundo método foi a coleta do sémen depositado na cloaca da fémea logo apos a
copula, utilizando-se de uma colher (Payne em 1914 e Craft e colaboradores em 1926) ou de uma seringa
(Jull e Quinn em 1931). A interceptagdo do sémen durante a copula foi o método utilizado por Amantea em
1922 e por Dunn em 1927, enquanto uma cloaca artificial foi utilizada para coletar o ejaculado de galos
(Ishikawa em 1930, Nikitina em 1932 ¢ Adamstone e Card em 1934) e de perus (Warren e Scott em 1935).
Em 1935, foi descrita a técnica de massagem dorso-abdominal para coletar sémen de aves (Burrows e
Quinn, 1935) que, até os dias de hoje, é o método de preferéncia para a coleta de sémen da maioria das
espécies de aves.

Os galos, perus e codornas ndo possuem pénis; eles tém um falo que ¢ ingurgitado e evertido
durante a copula, fazendo contato com a vagina. Nao ocorre penetragdo, apenas um breve contato do falo
com a cloaca da fémea, conhecido como “beijo cloacal”. A coleta ¢ geralmente realizada por duas pessoas;
enquanto uma faz a massagem, a outra faz a contencao da ave (Burrows e Quinn, 1937; Leite e Viveiros,
2007). O macho ¢ contido pelas patas e colocado com o peito sobre uma almofada. Em perus, ¢ mais facil
fazer a contengdo com o animal em pé, posicionado entre as pernas do auxiliar, que fica sentado. Para a
massagem, uma mao ¢ colocada no dorso, embaixo das asas, e a outra é colocada no abdéomen. A mao do
dorso ird massagear os testiculos, que nas aves estdo localizados dentro da cavidade celomatica,
posicionados ventralmente aos rins e logo abaixo da coluna espinhal. A massagem no abdomen ira simular
o contato com a fémea, que ocorre durante a monta natural. Com as duas maos, sdo realizados movimentos
coordenados para frente e para tras; o macho ird responder elevando as penas da cauda e fazendo a eversdo
da cloaca, com ingurgitamento e exposi¢ao do falo. Em aves pesadas, a massagem ¢ feita somente no dorso
do macho, usando as duas maos. Este tipo de massagem permite que seja exercida uma maior pressao na
regido pericloacal, visto que nestes animais, a liberacdo do sémen ¢ dificultada pelo acimulo de gordura
local.

Os machos de codorna possuem uma glandula cloacal que deve ser esvaziada antes da coleta, para
que a espuma produzida ndo se misture ao ejaculado. A obtencdo de sémen em codornas ¢ facilitada pela
presenca de uma fémea docil: o0 macho é colocado com a fémea por alguns segundos e, no momento em
que faz a monta e antes de completar a copula, ¢ retirado rapidamente para a realizagdo da massagem e
coleta do sémen (Chelmonska et al., 2008).

Embora a técnica de massagem dorso-abdominal esteja bem estabelecida para a coleta de sémen
em aves domésticas, adaptacdes devem ser feitas para aves selvagens, de acordo com o tamanho do macho
e anatomia do 6rgao copulatorio. A sazonalidade e outros aspectos comportamentais também devem ser
levados em consideracdo para uma eficiente coleta de sémen.

As aves aquaticas (patos e marrecos), assim como os machos de emas e perdizes, possuem 6rgao
copulatorio mais desenvolvido do que o dos galinaceos; o falo ingurgitado projeta-se da cloaca formando
um espiral. Nestas aves, deve ser feita pressdo na base do falo, para facilitar a exposi¢ao do 6érgao e o s€men
pode ser coletado logo que emerge na base do falo, com o auxilio de uma seringa ou de um tubo capilar
(Goes, 2004).

A coleta de sémen com o auxilio de eleetroejaculador pode ser realizada em algumas espécies.
Esta forma de coleta ¢é bastante utilizada em psitacideos de médio e grande porte (Peixoto, 2023) e em aves
aquaticas (Samour et al., 1985).

Outra forma de obtencdo de sémen ¢ a coleta cooperativa, na qual os machos sdo treinados e
voluntariamente copulam com um manequim (passeriformes) (Pellatt e Birkhead, 1994) ou depositam o
sémen em um local especifico em resposta a um estimulo comportamental (aves de rapina) (Pereira e Blank,
2017).

Preservacao de sémen

A preservagdo de sémen, seja por curtos ou longos periodos, ¢ essencial para o sucesso da
inseminagao artificial e reproducao assistida. O resfriamento do s€émen permite que o mesmo seja utilizado
algumas horas apos a coleta, enquanto a criopreservagao possibilita 0 armazenamento por longos periodos,
viabilizando o transporte ¢ a ampla distribui¢do do material genético, além de permitir a estocagem de doses
viaveis até o0 momento apropriado para a inseminagao.

Para o armazenamento do sémen por curtos periodos, diluentes devem ser adicionados ao
ejaculado. Sao utilizadas solugdes salinas com pH neutro (entre 6,8 e 7,4), osmolaridade entre 320 e 450
mOsm/L e contendo uma fonte de energia (glicose ou frutose) (Blesbois, 2012). Como exemplo, podemos
citar o diluente de Lake e o Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE) (Bootwalla e Miles, 1992). O
diluente deve estar a temperatura ambiente (20 — 25°C) ao ser misturado com o sémen, para evitar choque
térmico. O sémen diluido mantém sua qualidade por aproximadamente uma hora nesta temperatura. O

Rev Bras Reprod Anim, v.48, n.1, p.39-45, jan./mar. 2024 40



D
Mongalhardo Desafios na coleta e preservagdo do sémen de aves.

A Brasileira de A

sémen de galos pode ser mantido em recipiente fechado, entretanto o s€émen de perus necessita de aeracdo
constante e deve ser agitado frequentemente e mantido em recipiente que permita o fluxo de ar (Bakst and
Cecil, 1992). Se o intervalo entre coleta e inseminagdo for maior do que uma hora, o sémen deve ser
refrigerado (5°C). Nesta temperatura, a capacidade fertilizante se mantém por 24 — 48h (Blesbois, 2012).

Para o congelamento, substancias crioprotetoras devem ser adicionadas ao diluente, para evitar a
formagao de cristais de gelo e consequentes danos ao espermatozoide (Holt, 2000). Embora as aves tenham
sido os primeiros animais reproduzidos por meio de espermatozoide criopreservado, a tecnologia para
congelamento de sémen de aves ndo evoluiu nas mesmas propor¢des que o congelamento de sémen de
mamiferos (Partyka and Nizanski, 2022). Ao longo dos anos, varios protocolos e diferentes crioprotetores
vém sendo testados (Janosikova et al., 2023) e, embora alguns tenham resultado em boa fertilidade apos
inseminagao artificial, nenhum deles atingiu indices semelhantes aqueles obtidos com sémen fresco (Long,
2006). Entretanto, estes protocolos podem ser utilizados para preservar o germoplasma de aves comerciais
de elite ou de linhagens com caracteristicas econdmicas desejaveis (Fulton, 2006), bem como de aves em
risco ou ameagadas de extingao.

Entre os crioprotetores mais utilizados para o congelamento do sémen de aves estdo o glicerol e a
dimetilacetamida (DMA). (Chalah et al., 1999; Tselutin et al., 1999; Abouelezz et al., 2015 Kowalczyka
nd Lukaszewicz, 2015; Murugesan and Mahapatra, 2020; Wu et al, 2020; Behnamifar et al., 2021; Tang et
al., 2021; Heng et al, 2022; O’Brien et al, 2022; Mehaisen et al, 2022; Polsang et al., 2022; Woelders et al.,
2022; Zaniboni et al, 2022 Zong et al., 2022; Hamad et al., 2023; Madeddu et al., 2023).

O glicerol ¢ eficiente em proteger o espermatozoide contra as injurias sofridas durante o processo
de congelamento, entretanto deve ser removido do diluente antes da inseminacao artificial, por possuir
efeito contraceptivo quando no trato reprodutivo da fémea (Long e Kulkarni, 2004; Zong et al., 2022; Lin
et al., 2023a; Lin et al., 2023b; Lin et al., 2024). O processo de remogao acaba por danificar as estuturas
espermaticas, diminuindo o potencial feritlizante da amostra. J4 a dimetilacetamida ndo necessita ser
removida ap6s o descongelamento, entretanto pode apresentar citotoxidade nas etapas iniciais do processo
de criopreservagdo (Zaniboni et al., 2014); por este motivo deve ser adicionada na amostra ja refrigerada
(Gatti et al., 2021).

Outros crioprotetores ja testados para o congelamento de semen de aves sdo o dimetilsulfoxido
(DMSO), a dimetilformamida (DMF), a metilformamida (MF), a metilacetamida (MA), a dietilformamida
(DF), o etilenoglicol (EG) e o propilenoglicol (Chalah et al., 1999; Miranda et al, 2017; Murugesan e
Mahapatra, 2020; Rakha et al., 2020; Thananurak et al., 2020a; Balusa et al., 2022; Murugesan ¢ Mahapatra,
2022; Petricékova et al, 2022; Polsang et al., 2022; Taskin et al., 2022; Woelders et al., 2022; Zaniboni et
al, 2022).

Esta grande variedade de crioprotetores estudados evidencia que, mesmo sob as melhores
condigdes de congelamento, a criopreservagdo ocasiona danos celulares em diversos graus, sendo que, de
um modo geral, mais da metade da populacdo inicialmente viavel nao resiste as etapas do processo e os
espermatozoides remanescentes apresentam comprometimento de suas fungdes (Parks e Graham, 1992;
Watson, 2000). Uma das razdes para este declinio da fungdo espermatica estd associada ao estresse
oxidativo: a criopreservagdo causa um desequilibrio entre a peroxidagdo lipidica e a capacidade
antioxidante do espermatozoide, ou seja, hd um aumento da peroxidagdo e uma diminuig¢do da atividade
antioxidante (Partyka et al., 2012).

A suplementagdo do diluente com antioxidantes reduz os niveis de estresse oxidativo, aumentando
a funcionalidade da membrana, a integridade do acrossoma e a motilidade do s€émen de galos apos o
descongelamento (Sun et al., 2022b). Por este motivo, varias estudos investigando a acdo de diferentes
substancias antioxidantes sobre a fun¢@o espermatica pds-descongelamento foram realizados nos ultimos
anos (Appiah et al., 2020; Li et al., 2020; Mehaisen et al., 2020; Mehdipour et al., 2020; Najafi et al., 2020a;
Najafi et al., 2020b; Thananurak et al., 2020b; Zhandi et al., 2020; Ansari et al, 2021; Ledo et al., 2021;
Masoudi et al., 2021; Rezaie et al., 2021; Salih et al., 2021; Najafi et al., 2022; Nazari et al, 2022; Siari et
al., 2022; Sun et al., 2022a; Alipour-Jenaghard et al., 2023a, Alipour-Jenaghard et al., 2023b; Diaz Ruiz et
al, 2023; Najafi et al, 2024). Substancias antioxidantes também podem ser adicionadas as dietas
ministtradas aos machos (Kamrani et al., 2021; Raei et al., 2022; Sabzian-Melei et al., 2022).

A criopreservacdo espermatica ¢ uma biotecnologia reprodutiva que pode auxiliar no ganho
genético em aviarios de produg@o de matrizes, pois maximiza o uso de animais de alto valor zootécnico,
permitindo tanto a difusdo de seu material, quanto a sua conservagdo em longo prazo. Esta tecnologia
também ¢é de interesse para a reproducdo assistida de aves selvagens que estdo em risco ou ameacadas de
extingdo. A grande quantidade de estudos realizada at¢é o momento, com diversos crioprotetores e
protocolos, evidencia o maior desafio na preservagdo do sémen de aves: encontrar uma metodologia de
criopreservagdo que permita taxas de fertilidade mais proximas aquelas obtidas com sé€men fresco,
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viabilizando sua aplicagdo e repetibilidade.
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